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運動神経由来の 骨格筋栄養因子であ るカ ル シ ト ニ ン 遺伝子関連 ペ プチ ド(c alcito nin ge n e-r elated peptide, C G R P)の 筋特
異的遺伝子発現 に お ける影響を検討 した . ラ ッ ト胎児骨格筋の 初代培養細胞 より全 R N A を抽出 して ノ
ー ザ ソ プ ロ ッ ト 法に
て 遺伝子発現を調 べ た . プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の gr 帆 er略 mッれ ∫rC, r αJ, ∫i∫, Jo ∫, m ツC, 廿r 恥 K-r α∫, な らび に 筋特異的遺
伝子と して ジ ス ト ロ フ ィ ン (dystrophin), ミ オ ジ ェ ニ ン (myoge nin), ミ オ シ ン 軽鎖1 (m yo sin light chain l･ M L Cl)･ ミ オ シ
ン 重鎖(myosin he a vy chain, M H C), ア セ チ ル コ リ ン 受容体(a c etylcholin e re c eptor, A Ch R)α-サ ブ ユ ニ ッ トを調 べ た ･ 対腰と
して β- ア ク チ ン CD N Aを プ ロ ー ブ と して 使い , それ ぞれ の 遺伝子の 発現の 有軋 C G R P添加に よ る 発現の 変化を調 べ た ･ 培
養骨格筋は プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン の 中 で grあA, ∫rC, r αJ, ぬ Jo ∫, m ツC, Hでα∫, Kで d∫ を自発的 に 発現 して い たが , g r略 mッあ
の 発現は 認め られ なか っ た . 筋特異的蛋白 は全て , そ の 発現が認め られ た . C G R P添加に よ り K-r a Sと A C h Rα一サ ブ ユ ニ ッ
トの 発現が 増加 し, 添加後少なくとも30分か ら 8時間に わ た り発現増強が維持 され た ■ CGR P は神経由来筋栄養 因子 と して ,
骨格筋細胞の 蛋白発現を遺伝子 レ ベ ル で コ ン ト ロ ー ル して い る こ と が示 された ･
Key w ords c alcitonin gen e-r elated peptide (C G RP), K-ra S, nic otinic ac etylcholine re c epto r
(A Ch R), Skeletal m u scle, trOphic fa ctor
臨床神経学 に お い て は , 脱神経を 受けた筋肉が萎縮を起 こす
こ と ほ以前からよく知 られ た 現象 である . しか し , そ の 機序に
つ い てほ 明 らか で は なく 一 骨格筋 の 蛋白質の 発現調節に運動神
経が関与 して い る可能性が考え られ て きた . これ まで 骨格筋に
対する神経由来栄養困子と して は , ア セ チ ル コ リ ン (a c etylch-
olin e, A C h) が 重要視 さ れ て き た . しか し神経終末部 に ほ
A C h と とも に カ ル シ ト ニ ン 遺伝 子関連 ペ プ チ ド (c alcito nin
ge n e- relatedpeptide, C G R P)が 共存する こ と が知 られ , そ の 神
経由来栄養因子 と し て の 役割 が 注目さ れ る よ う に な っ た
1)2)
.
C G R P ほ37個 の ア ミ ノ 酸よ り な る分子 量約3800の ペ プ チ ドで ,
カ ル シ ト ニ ン 遺伝子上 に コ ー ドされ て お り , m R N Aの ス プ ラ
イ シ ン グの 過程 で カ ル シ ト ニ ン と C G R P とい う 異 な っ た
mR N A が臓器 特異的に発現す る3)l). C G R P は多様 な生 理的機




れ て い る . 骨格筋に 対す る作用と しては , ニ コ チ ン 性 ア セ チ ル
コ リ ン 受容体(nic otinic ac etylcholin e r ec ept r, A C h R) 誘導増
加2)れや 筋単収縮張力増強をもた らす こ と が明 らか に され た
8)g)
.
特に A C h R誘導増加が起 こ る こ と ほ , C G R P が骨格筋 に 対す
る神経由来栄養因子 と して働く こ と を示 して い る と思わ れ る .
と こ ろで - 細胞畿能を調節す る蛋白と して プ ロ トオ ン コ ジ ー ン
が知られる よ うに な っ た . プ ロ トオ ン コ ジ ー ン ほ ウ イ ル ス 痛遺
伝子 と同 じ配列 を持 っ た 細胞内に存在す る遺伝子で , そ の 産物
は細胞の 生理 故能に 重要 な役割を持 っ て い る . 一 部の 癌の 原因
と して プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の 変異が 証明され て お り , 細胞の増
殖に 重要な働きを して い る . 著者は , C G R P が細胞 の 増殖とい
う基本的な役割を持 つ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン や 筋特異的蛋白質の
遺伝子発現 に 影響を 及 ぼ し, 骨格筋細胞の 機能を維持する 可能
性を考え研究を行 っ た .
材料お よび方法
Ⅰ . 骨格筋初代培養細胞
骨格筋初代培養細胞ほ , De v r e otes ら
10)
, Ap pel ら
11)の 方法に
従い 以下の よ う に 調整 した . 胎生20日 目 の ウイ ス タ ー 系 ラ ッ ト
胎児下肢筋を採取 し, 神経 , 血 管 , 結合組織 を除去後 , 実体顔
徴鏡下に 締切 し , 0. 3% トリ プ シ ソ (1: 250) (Difco Laborato r･
ie s, Detroit, U S A) 処理に よ り単細胞浮遊液を作 っ た . こ れ を
1 %ゼ ラ チ ン (Difc oLabor atorie s) 液で コ ー テ ィ ン グ した 直径
60m 皿 プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ皿 (岩城硝子, 東京) に 1×10
T 個と
な る よう に 分注 し , 24～ 48時 間培養 した 後1 0.03% ト リ プシ ソ
処理 に よ り再度単細胞浮遊液 と した . 筋芽細胞と線維芽細胞の
付着度の 差 を利用 して 線維芽細胞 を選択的に除去する ため に ,
コ
ー テ ィ ン グ して い な い プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ皿 に て15～ 30分間
培養 し筋芽細胞 に 富ん だ 上清を採取 した . 最後に ゼ ラ チ ン コ
ー
テ ィ ン グ した直径 35m m プ ラ ス チ ッ ク ベ ト リ皿 (岩城硝子)に
平成 8年1月30 日受付 仁 平成 8年4月 2 日受理
A bbreviatio n s :A Ch, a C etylcholin e; A C h R, nicotihic ac etylcholin e re c eptor; C G R P, C alcito nin ge n e
-related
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1×10
8個と な るよ うに 分注 し, 5 日間筋芽細胞を発育さ せた .
培養3 日 冒以降は線稚芽細胞 の 混入 を 防ぐた め 1 0■
5M の シ ト シ
ソ ア ラ ピ ノ シ ド(和光純薬, 大阪)を培養液に 加 えた . 以上 の 操
作は全て 無菌的に 行 い , 培養液ほ t ダル ベ ッ コ 改変イ ー グル 培
地(Gibc o, Gra nd Isla nd, U S A) に1 0% 牛胎児血清 (Gibc o),
1% ペ ニ シ リ ン ･ ス ト レプ ト マ イ シ ン 溶液 (Gibc o)を 加えたも
の を 用い , 37 ℃, 5% C O2下で 培養 し2 ～ 3 日 おき に 培養液 を
交換 した .
Ⅰ . 鮨芽細胞からの R N A の抽出
1 . C G R Pの 添加
筋芽細胞を ダ ル べ ッ コ 改変イ ー グ ル 培地で 5 日間発育 させ た
後, デ ィ ッ シ ュ を 2 群 に 分 け , 一 方 に は 1 0
【 TM の ラ ッ ト
C GR P (Ca mbridge Res e arch Bio chemic als, Ca mbridge,
Engla nd) を添加 し, 他方を未添加群(対照)と した . C G R P添
加後 R N A抽出ま で の 培養時間は , 0.5時 間, 2時間, 8時間の
3種類行 っ た .
2 . R N Aの 抽 出
全 R N Aの 抽出は グア ニ ジ ン/セ シ ウ ム ク ロ ラ イ ド法に よ り ,
以下 の よ う に 行 っ た . デ ィ ッ シ ュ 内の 培養細胞 に 5 倍量 の
5.5 M チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン 液 (5.5 M チ オ シ ア ン 酸グ ア ニ ジ
ン , 5m M ク エ ン 酸 ナ トリ ウ ム , pH 7.0, 0. 5% サ ル コ シ ル ,
0,1 M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル) を加 え溶解 させ た , 5.7 M セ シ
ウ ム ク ロ ラ イ ド液 (0.1 M E D T Aに 溶解)3ml を S W 50.1 ロ ー
タ ー (Beckm a n, Califo rnia, U S A) 用の ポ リ ア ロ マ ー チ ュ ー ブ に
注ぎ, そ の 上 に 溶解液 1～ 1.5mlを重層 した . 35刀00rpm , 20℃
で12時間以上遠心 した 後 , 沈殿を 50恥1の 4 Mチ オ シ ア ン 酸グ
ア ニ ジ ン 液(5.5 Mチ オ シ ア ン 酸グ ア ニ ジ ン 液を蒸留水で希釈 し
た もの) に 溶解 した . こ の 溶解液 を ェ ッ ベ ン ドル フ チ ュ ー ブ に
回収 し, 1 0,000rpm で10分間遠心 して不 溶物を除い た . 上 帝を
別の エ ッ ベ ン ドル プ チ ュ ー ブ に 移 し , 1 M 酢酸 1 2.5/Jl と エ タ
ノ ー ル 375JJl を加 え , -2 0 ℃ で 3時 間以 上 静置 し た .
10, 00rpm で 2 0分 間遠 心 し , 沈 殿 を 400pI の T E 緩衝液
(10m M Tris-H Cl, PH 7.5, 1m M E D T A)に 溶か した . さ らに エ
タ ノ ー ル 沈殿に よ る 濃縮 ･ 精製を繰 り返 した 後 , R N Aの 沈殿
を蒸留水 に 溶か し , 260n m の 吸 光度 を測定 し R N A濃度 を求め
た ,
Ⅲ . ノ ー ザ ンプ ロ ッ ト
ノ ー ザ ソ プ ロ ッ ト ほ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド法 に よ り 行 っ た .
22･5〃1(10J唱)の R N Aサ ン プ ル を ェ ッ ベ ン ドル フ チ ュ ー ブ に と
り, 5 × ゲル 泳動緩衝液(0.2 M モ ル ホ リ ノ プ ロ バ ン ス ル ホ ン
酸, pH 7.0, 50m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム , 5m M E D T A)10pl, ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド 17.5/JI, ホ ル ム ア ミ ド 5恥1 を加え よく混合させ ,
■55 ℃で15分間加熱 した . な お , ホ ル ム ア ル デ ヒ ドはイ オ ン 交換
樹脂 A G 50 トⅩ8(日 本バ イ オ ･ ラ ッ ド, 東京)に て 中和 した もの
を用い た . さ らに10×色素液(50% グ リ セ ロ ー ル , 0.25% プ ロ
ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.2 5% キ シ レ ン シ ア ノ ー ル)1恥1 を加
え, 電気泳動装置 Mupid-2(ア ドバ ン ス , 東京) 上 の 1 % ア ガ
ロ ー ス ゲ ル に 1 レ ー ン あた り 1恥1(レ唱) の せ , 50 Vに て 1 ～
1･5時間電気泳動 した . 泳動終了後 , ゲル を 5分間水に浸 し, こ
の 間数回水を 交換す る こ とに よ り ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを除い た .
ゲ ル か らサ イ ズ マ ー カ ー 用 の レ ー ン を切 り出 し ト 別容器内で エ
チ ジウ ム ブ ロ マ イ ドで染色 した . 他 の 部 分 の ゲ ル ほ 20×S S C
(3M NaCl, 0.3 M ク エ ン 酸ナ ト リ ウ ム)に20分間浸 した 後 t ブ
ロ
ッ テ ィ ン グ 装置 に の せ , そ の 上 に ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー
Hybo nd-N (ア マ ー シ ャ ム ジ ャ パ ン , 東京) を 置き , さ ら に
3M M ペ ー パ ー (W hatm an, M aidsto n e, EngIa nd)と ペ ー パ ー タ
オ ル を 置い て 重 りを の せ , 一 晩 ト ラ ン ス フ ァ ー した . 翌日 ナ イ
ロ ン フ ィ ル タ ー を取 り出 し紫外線照射 して R N A を固定した .
Ⅳ . D N Aブ ロ ー プの調整
本実験 で は , プ ロ ー ブと して , β- ア ク チ ン , A C h R針 サ ブ ユ
ニ
ッ ト , プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン の grあA, grわB, m ツれ ∫re, r正
∫よ∫, Jo∫ , m ツC, Hで 郎 , Kでα∫ の 計1 0個 , ジ ス ト ロ フ ィ ン
(dystrophin)cD N A, 筋細胞分化決定困子 と して ミ オ ジ ユ ニ ソ ,
そ の 他 の 筋特異的遺伝子 と して ミ オ シ ソ 軽鎖 1(myosin light
Chain l, M LCl), ミ オ シ ン 重鎖(myosin he avy chain, M H C)を
使用 した . β-ア ク チ ン プ ロ ー ブ12) ほ奈良県立医科大学上野 聡
博士 か ら , A Ch Rα - サ ブ ユ ニ ッ ト の プ ロ ー ブ13) ほ J. Lindstr-
o m 博士 か ら供与され た . プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の プ ロ ー ブ は 全
て 宝酒造の 製品を用い た . ジス ト ロ フ ィ ン の プ ロ ー ブは L, M .
Ku nkel博士 の 了承を得て , Am eric a nType Cultu reColle ctio n
(Rockvi11e, U S A) よ り入 手 した cDN Aの 4-5a(cD M D4-5a)
14) を
使用 した . M L Cl, M H C ほ R. L. Da vis 博士15)よ り , ミ オ ジ ェ
ニ ソ は W . E. Wright 博士16)よ り供与を受けた . こ れ ら D N A
を 蒸留水 で 25ngルlの 濃度に 調整 し , そ の IJJl をラ ン ダ ム プ ラ
イ マ ー D N Aラ ベ リ ソ グキ ッ ト(ア マ ー シ ャ ム ジ ャ バ ソ)を 用い
て , 50FLCiの 〔α-32p〕 d C T P(ア マ ー シ ャ ム ジ ャ バ ソ)に て 標識
した . 未反応の 〔α-3 2P〕 d C T P はQI A G E N-tip(フ ナ コ シ , 束
京)を 用 い て除去 した .
Ⅴ . ハ イ プリダイゼ ー シ ョ ン
R N Aを 固定 した ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー を 2 レ ー ン 分 ず つ
(C G R P添加群 と対照群の ペ ア)の 大きさ に カ ッ ト した . ハ イ プ
リ バ ッ グ(コ ス モ バ イ オ , 東京)の 中に ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン
液 (5×S S C, 5×De nhardt 液(50× De nhardt 液ほ 1%ウ シ 血 清
ア ル ブ ミ ン , 1% フ ィ コ ー ル , 1% ポリ ビ ニ ー ル ピ ロ リ ドン 溶
液 , 100p g/rnl熱 変性 サ ケ 精 子 D N A, 5 0% ホ ル ム ア ミ ド ,
10 % S D S))を注ぎ, そ の 中で カ ッ ト した フ ィ ル タ ー を 一 晩振塗
し, プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . 次に フ ィ ル タ ー を
32p 標識 プ ロ ー ブの 入 っ た ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 液 に 移 し ,
42 ℃ でオ ー バ ー ナ イ ト振逸 した . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 後 f
フ ィ ル タ
ー を 2× S S Cに て 室 温 で1 0分間洗浄 し , さ らに
0.1 % S D S を含む 2×S S Cに て50 ℃30分間イ ン キ ュ べ - シ ョ ン
を 行 っ た (こ の 操作を 2 回以上 繰 り返 した). 処理 後, Ⅹ 線 フ ィ
ル ム X-Om at A R フ ィ ル ム X A R-5(Kodak, New York,
U S A)を 使い , - 70 ℃で オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を行 っ た . X
線 フ ィ ル ム 上 に 認め られ た R N Aの 特異的バ ン ドの 濃度ほ ス
ポ ッ ト ス キ ャ ナ ー C S-9000( 島津製作所, 京都) に よ り定量 し
た .
Ⅵ . 統計処理
得 られ た計量的デ ー タ ほ 支 士S D で表 した . 各デ ー タ の 有意
差 の 検定に ほ対応の ある t検定を 用い , p<0.05を有意 と した .
成 績
Ⅰ . 培 養 筋 細胞 に お け る プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の発 現 と
C G R P添加 の影響
ラ ッ ト骨格筋初代培養細胞 で は t 検討 した プ ロ トオ ン コ ジ ー
ン の 中で grみB と 刑ツあは発現が認 め られな か っ た が , そ の 他の
プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン すなわ ち βrあA ∫rC, r αJ, ∫よ∫, Jo ∫, m ツC,
H- ra S, K-r a Sの 発現 が確認 され た (固1 , 表 1). C G R P に よ る
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修飾を添加後 8時間 の 群 で検討 した と こ ろ , K-r α∫ の み に お い
て そ の 発現が 約2倍 に増強 して い た (表 1)･
Ⅰ . 培養筋細胞に お け る筋特異的遺伝子 お よ び A ChR r`サ
ブユ ニ ッ トの 発現 と C G R P添加の影響
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Tablel. Relativ e e xpr e sion rate of proto
- O n C Oge n e S
mR N Aafter8 hrin c ubation with C G R P
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Ea ch valu eindic ates 文士S D(n = 4). * p< 0.01 c o mpar ed
to c o ntrol, n Expr e ssion rate is the mR N Ar atio
betw e enthe myotube c ulture with C G R Pa nd that
witho ut C G R P.
ML Cl, M H C,β- ア ク チ ン , A C h Rα-サ ブ ユ ニ ッ ト の 発現が 確認
され た . (図2 , 表 2). C G RP添加後 8時間の 群 との 比較で ほ,
A C b Rα一 サ ブ ユ ニ ッ ト の 発現 の み が 有意 に 増加 し て い た (表
2).
Ⅲ . C G R P添加後の経時的変化
C G R P添加後 8時間の 群 で発現量が増加 し て い た K-raS と
A C b Rα - サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 して経時的変化を検討 した . すなわ
ち , C G R P添加後か ら RN A抽出作業ま で の 時間を0.5時間, 2
時間, 8時間 と した 3群に お い て , そ の 発現量を比較 した . 蓑
3に 示 す よう に , K-ra S, A C h Rα サ ブ ユ ニ ッ ト と も に 添加後
0.5時間です で に 発現増強効果が認 め られ , K-r a Sと A C hR a-
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Fig･ 2･ Northe rnblot a nalysis of rat myotube total R N A
pr obed with m yoge nin , M L Cl, M H C, hu m a nA C h Rα
-S ub-
u nit and β-a Ctin. La n el, R N A de riv ed fr o m c ultured
m u scle witho ut C G R P;la n e2, R N A de rived fro mc ultured
m u scle with C G R P. Po sition sof ribo s o m al R N As (28S,
1 8S)ar eindic ated o ntheleft side of e a ch pa n el･
Table2. Relativ e expres sio n r ate of m u s cle spe cific
gen es rnRNA after8 hr in c ubatio n with C G R P













Ea ch v alu eindic ates 束 ±S D(n = 4). ★ p<0.01 c o mpar ed
to co ntrol. J Expre ssio n r ate is the mR N Aratio
betw e e nthe myotube c ultu r e with C G R Pa nd that
without C G R P.
Table3. Tim e c o u rs e of Kィ
･
a S a nd AC h Ra -S ubu nit mR N Ae xpr e ssio n sindu c ed by C G R P
Expr es sio n rate
A)(文 士S D)
Ge n e s No . of
S a mple s
In c ubation tim e(hr) with C G R P
0.5 2 8





A C h Rα _S ubu nit 4 1.53 士0. 23







A) Expr es sio n r ate is the mR N Ar atio betw e e nthe myotube c ultu r ewith CGR P a nd that
witho ut C G R P.
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され て い る こ と が確認 され た ･ また , K-r a Sと A C h Rα-サ ブ ユ
ニ
ッ ト の 経時的変化 ほ同様であ っ た t
考 察
A C hR ほ神経か らの 興奮伝達の 受容体で あ り, 筋紳胞の 機能
にお い て 重要な 膜蛋白である . そ の 発 現量や分布は脱神経 に よ
り大きく変わ る こ と が知 られ て い る . 骨格筋の 支配神経は , 筋
の 性質 や 畿能 を 調節す る こ と が 知 ら れ て い る が , そ れ は
A C hRの よ う な特定の 蛋白合成促進も しく は抑制 に よ るもの と
考えられ る . こ れ ま で 筋細胞 の 神経由来栄養因子 の 候補 と して
AC h が調べ られ て きた が
17)
, 神経終末 に 神経 ペ プ チ ドで ある
C G R P が見い だ され て 以来u 8), そ の 作 用 が注 目を 集め た . 神経
末端か ら放出され た C G RP は筋膜上 に 存在す る高親和性受容
体 ･ G T P結合蛋白質 ･ ア デ ニ レ
ー ト シ ク ラ ー ゼ か らな る情報




. 筋 細胞 に 対す る C G R Pの 作 用 と し て ,
AC h R の増加
2)7)
, 筋収縮力の 増強8)18)が 知 られ て い る が ∴筋収縮
力増強は細胞内 cA M P濃度増加に よ るもの で ある こ と が 示 さ
れてい る
9)
. また Ca mbierら
19)は cAMP が プ ロ テ ィ ソ キ ナ ー ゼ
C(proteinkin a se C,PK C)の 細胞質か ら核内 へ の 移行をもた ら
し, 遺伝子発現を調節す る可 能性 が あ る こ と を 示 した . 著者
は , C G RPの 細胞内 セ カ ン ドシ グナ ル で ある cA M P が培養筋
細胞の 遺伝子発現を調節 して い る可能性 を考 えた . C G R P添加
によ る , 筋膜上 の A C h R増加が m R N A転写増強 を伴 っ た もの
である こ と ほ , 既に報告され て い る
28)
. 今回 , 細胞 機能 を調節
する働きの ある プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン と A C h R を含む 筋特異的
蛋白の 発現を検討 した .
プ ロ トオ ン コ ジ ー ン は ウイ ル ス 癌遺伝子 と 同 じ配列を持 っ た
細胞内に存在す る遺伝子 で , そ れ ぞれ が 上 皮成長因子 レ セ プ
タ ー
, GT P結合蛋白質 , 甲状腺 ホ ル モ ン 受容体と い っ た 細胞
の活動に 必須の 機能を持 っ た蛋白質を コ ー ド して い る21). 筋細
胞の 分化に 対す る プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の 影響も報告 され て い る
が, プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン と 細胞 の 紅合 せ に よ り分化を誘導する
場合, 逆に 阻害す る場合があり , そ の 機能 は多様 で あ る
22)
. 本
研究で ほ , 培養筋細胞中に g r占A, ぶrC , γαJ, ∫ ∫】 Jo ∫, mツC , H-
ras, K-r a Sの m R N Aの 発現が 認 め ら れ た が , こ の 結 果 ほ
Clayc o mb らの 報告と 一 致 した21). こ れ ら の プ ロ ト オ ン コ ジ ー
ン は筋細胞の 機能維持 に おい て , さ ま ざま な形 で 関与 して い る
もの と 考え られ る . さ らに こ れ らの 中で K-raS の み が C G R P
添加に よ る 増強効果 を受 け る こ と が わ か っ た . Kィα∫ ほ
C G RP 添加後0.5時間か ら 8時間ま で , そ の 発現増強を 持続 し
てお り , こ の 経時的変化ほ A C h Rα一 サ ブ ユ ニ ッ トの 発現と平行
して い る(表3). K-raS 遺伝子の 産物 は G T P結合蛋白質の ス ー
パ ー フ ァ ミ リ ー の 一 つ で あり23), 細胞 の シ グナ ル 伝 達機構 に お
けるス イ ッ チ の 役割を 持 つ 24). 本研究か らほ K,r a Sと A Ch Rα
サ ブ ユ ニ ッ ト との 直接の 関わ りは 証 明 さ れ な い が , C G RP が
A C b Rα サ ブ ユ ニ ッ ト の 発現と平行 して , K-r α∫ の 発現を 増強
した事実は重要 で あ る と考え られ る .
rα∫発現に よ る骨格筋 へ の 作用は , 分化 , 増殖 の 抑制で ある
ことが 明らか に な っ て い る22) 即6). こ の 抑制作用ほ , MyoD l発現
を抑制す る こ と に よ りもた らされ る こ とが 知 られ て い るⅠ5}. そ
の ため著者は さら に , 筋特異的遺伝子 の 発現を調べ た . 掛 こ,
ミオ ジ ェ ニ ン は MyoDl と ともに 筋細胞決定 ･ 分化田子 と して
近年注目 されて い る . また , 分化過程 の み な らず筋細胞が そ れ
自身 を維持 し, 収縮 ･ 弛緩と い っ た特殊な 生理機能を果たすに
は , 数多くの 遺伝子の 発現が何らか の 田子に よ り的確に 制御 さ
れ る必要がある と考え られ る . MyoD l はマ ウ ス 線推芽細胞株
(C 3 H lO Tl/2) か ら15), ミ オ ジ ェ ニ ン は MyoDl類 似物 と し て
ラ ッ ト筋細胞株(L 6)よ り得 られ た 岬 . と もに 分子の 中程 に 癌遺
伝子 〝り化 フ ァ ミ リ ー と相同性 の 高 い 領域と l そ れ 町隣接 して
N 末端側に 高塩基性の 領域を有 して お り , D N A結合性蛋白質
と して 機能する核蛋白質である こ と を 示唆 して い る拘 . 筋分化
制御国子 と して は こ の 他に . Myf 群2丁)28), M R F 42
9) が知 られ て い
る が , い ずれ もそ の 構造に 共通性を有する D N A結合性蛋白で
あ る こ と が確認 され て い る . 本研究で 用い た ラ ッ ト の 初代培養
細胞 で は ミ オ ジ ェ ニ ン の 発現が認め られ た . 筋芽細胞 よ り筋管
細胞に 分化す る過程で は - ミ オ シ ン , ア ク チ ン , ト ロ ポ ニ ソ ,
ト ロ ポ ミ オ シ ン な どの 一 連の 収縮蛋白質や C K な ど筋細胞で特
異的に 発現す る酵素群 , A C h R な どの 転写が 誘導され る. 今回
用 い た 培養胎児筋細胞 では M L Cl, M H C, CD M D4-5a の 発現が
確認 され た . しか し , C GRP 添加に よる これ ら の 遺伝子発現に
ほ 変化は な く , 神経 由来栄養因子 よ りも ミ オ ジ ェ ニ ン に 代表さ
れ る内因性の 筋分化因子 に よ り, 発現が 調節 され て い るも の と
考 え られ た .
他 の 因子に よ る K-r d ∫の 発現調節 に つ い て は , 肝癌細胞 で あ
る Re uberH35に おい て 報告 され て い る3D). 彼等 は , グ ル カ ゴ ン
が Kiでα ∫ 発現を生理 的濃度 で は増強す る こ と を 見 い 出 し , そ
こ に P K C活性化が介在 して い る可 能性を 示 した . 彼 等 の 系
と , 今回 示 した C G R Pの 作用が 全く 同 じとは 考え られ な い が ,
K-rα ∫ 発現調節が他の 系に お い て もな され る こ と は , K一 用 ∫ の
細 胞に おけ る故能 を考え る 上 で 興味深い 事実 で ある .
今回 , C G RPを添加する時期は , ほ と ん どの 培養筋芽細胞が
筋管細胞 へ と分化 して い る 頃であ る こ と か ら , C G R P が生体の
分化 した筋細胞の 維持 に 栄養困子 と して働 い てい る可能性が考
え られ た . C GR Pの 筋蛋白発現に 影響を及ぼす作用 が 明らか に
な っ た こ と よ り , 未だ原困が不 明 で ある運動神経疾患, 末梢神
経疾患に お い て , 病因 , 病態 へ の 関与, さ ら に は 治療を含め て
神経由来栄養因子の 働き を調 べ て い く必 要 が あ る と 考 え られ
る .
結 論
ラ ッ ト骨格筋初代培養細胞に おけ る プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン , 筋
特異的遺伝子, A C h RαTサ ブ ユ ニ ッ ト の mR N Aの 発現とそ の
発現 に 対する C G R P添加 の 影響を検討 して 以 下 の 結果を得 た .
1 . 培養骨格筋細胞 に は , gr占A, ∫r C, r dJ, ∫ ∫, /0∫, 椚 ツC,
H-r α∫, K-rαぶ と今回 検討 した もの だ け で も 8種規 の プ ロ ト オ ン
コ ジ ー ン が 発現 して お り, こ れ らほ筋細胞の 増殖分裂 , 分化 ,
機能維持に関与 して い る 可能性が考え られ た .
2 . プ ロ トオ ン コ ジ ー ン の 中 で K-r a Sの み が C G R P添加 の
影響 を受けそ の 発現量ほ約 2倍に 増強 してい た . C G R P添加後
の 経時的変化は , A C h Rα - サ ブ ユ ニ ッ ト の そ れ と 撰似 して お
り , 両者 の 発現が共通の 磯序 に よ り調節 され て い る可 能性が示
唆 され た .
3 . 上 記以外の 筋特異的遺伝子 , す な わ ち ミ オ ジ ユ ニ ソ ,
M L C l, M H C, CD M D4-5a は 発現が 確認された が , CGR Pの 修飾
は 認め られ なか っ た .
4 . 本研究 に お い て CGR Pを添加す る時期は , ほ と ん どの 培
養筋芽細胞 が筋管細胞 へ と 分化 し て い る 頃で ある こ とか ら,
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C G R P が生体の 分化 した 筋細胞 の 維持 に 栄養因子 と し て 働 い
て い る可 能性が考 え られ た .
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A bstra ct
Calcito nin ge ne-r elated pe ptide(C GR P)is a pote nt trophic fac t or thatis secreted by the ner ve te r minal ofthe motor
neurons. T he efftct of C G R Po n skeletal m us cle wa s studied fbr the e xpression ofproto- OnC Ogen eS and m uscle speCific
genes. Total R N Aw as extra ct ed ffo m c ultured ra t e mbryo
ts myotubes by gu anidin u m/cesiu m chlori de m ethod･ Northem
blotanalysisw as perfo rm ed andthe expre ssio n ratio ofge neswa s s tudied･ T be studiedge nes w ere eb A, erbB, myb, Sr C,
r威 sis, jbs, myC , H -r a S, K- r a S, dystrophin, myOgenin , myO Sin light chain l(M L C-1), myOSin he avy chain(M HC)and
nicotinic acetylcholine rec eptor(ACh R) a -S ubu nit. T be e xpre ssion ofallgen es w asdetected x ceptfbrerbB and myb･ T he
addito n of l O
'7
M C GR P into the c ulturem ediu m incre as ed the expre s sion of K- r aS and A C h Ra -S ubu nit･
r
nleinc r e as ed
expre s sio ns ofK-r a Sa nd A C h Rα -S ubunit were para11eled from atleast3 0 min . t o8hr. afteradditon of C G R P. C G R Pa cts
a s a n e rve derived trophicfactor fro m the m otor nerve terminaland regulatesgene expre ssion sbesidesincreasl ng m uSCle
COntra Ctility.
